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© Vactaura d'ettpreation du I actaur IX at tlgnea* callulalrat produtaant la factaur IX actH. 

©I 'invention concern* un vocteur d'axprestion dam las 
cellule* da vertebra du lacteur IX uu d'une protaine analogue 
caractarii* an c« qu'M est conmitua du genome d'un vlrun da 
la lamllle das Pow vlrun dans laqual a ate inter* un pane co- 
dam pour le facteur IX humaln ou una proteine analogue de 
factaur IX. 
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VLCTUJIC. D'OCPHECSJUJ IHI I'ACTLUH IX ET I.IGIflliS 
CtUJIlAlUI-L, PimilUAW LE FACTBIU ]X AC'l'J I" 



La prcnentc invention coneerno la construction 
do lignecr. cellulairer. produlsnnl du facteur IX humain 
ou dos moloculcK analogue.*;. 

l.c< facteur IX or.t uno protCJnc intorvenant 
nu cour* dr la coagulation du Bang, li ,. Kl pynthot J r;o 
bous forme d'un zymogene ct modlfie poR t .-trnduct Jonnollo- 
mont pur 1 'addition do cholne hydroenrbonce , 1 ' hydroxylation 
d'un acido aspartiquc et la convernion dor. 12 acides 
glutamics on acidos B -carboxyglutamiqucs. Cotto dcrnidre 
modification depend do la vitnminc K (liertina ot coll 
1981) . " 

Lo fo^ cut lo site do synthase du facteur IX. 

Lo facteur IX ppsnede unc activito roduitc ou 
er.t absent dans le song des h6mophile 8 B. L« hemophilic D 
Be manifest* par un temps do Baigncment tres prolonge, 
comme la forme la plun frequentc do l'hcmophille, 
1 'hemophilic A, et ellc est transmisc sous forme d'un 
caractere reccssif lie au ucxe (Hednor ct coll., 1982). 
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Lc facteur IX, lorsqu'il est fourni & des 
htmophllcs U, restaurc dep temps do saigncmcnts normaux. 

Pour 1* instant, la scule source diBponible do 
facteur IX est le plasma humaln, bion que danB certains 
cas la protMne bovine corroBpondantc pulF.se Ctrc utllls6c. 

Lcs preparations de facteur IX peuvcnl Ctrc 
pyrogfcnes (provoqucr den fifcvres) et comportent aunsi 
deB risques de contamination des agents pathog&ncs ou dee 
viruB tcls que le virus de l'hCpatitc et len agents 
vecteurs du S.l.D.A. 

C'est pourquoi il est inttfressant de dOveloppcr 
un procftd* permcttant la preparation du facteur IX de 
trfcr. haute purct£ par In technique des ADN recombinants. 

ToutefoJs, cctte technique se heurte ft certaines 
dif ficul tCr;. 

* Le facteur IX est une protOine hautemcnt 
modificc, ainsi que cela a GtG mentionnC au dcuxifcmc 
paragraphc . 

1.' importance de ces modifications pour la 
stability ou l'activitfl du facteur IX est mal connue. 
On pensc que les acides glutamiques modifies sont 
essenticls pour 1 'activation du facteur IX. 

C'est pourquoi la Dcmanderesse a mis a.* point 
un vector* permettant d'exprimer le facteur IX sous une 
forme active, e'est-a-dire tenant compte des structures 
particulifcres £voqu6es prCcCdemment . 

II s'agit d'un vecteur d'expression constitu6 
par un virus de la famille des Poxvirus, en particulier 
du genre Orthopoxvirus, par exemple le virus de la vaccine, 
comportant un gfcne codant pour le facteur IX humain ou 
une proline analogue du facteur IX, ce gfcne £tant sous 
la d^pendance d'un promoteur d'un gfcne de Poxvirus, par 
exemple le promoteur du gfene codant pour la prot£inc 7,5K 
de la vaccine. 
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Dann co qui nuit, on parlera eRBontiencmont tic 
virus do la vaccine qui est l'cRpccc typo do In f ami lie el , 
cn particulicr, du genre, mais d'autres orthopoxvirus 
pcuvent etrc utilises, en particulicr Je virus Cowpox . 

Lorsquc 1 f on indiguo que le voctcur d • expn r.n J on 
est constituc par un virus de la vaccine, Jl est bJen 
- cntendu que cc virus pout ctro incomplot, c 'cnt-A-di re 
que lors de J. 'elaboration du vecteur ccrtainof; parlies 
pcuvent avoir. ete dcletces, dans la mosure oft cos 
deletions ne modificnt pas Jos proprietor., onsen t iel ies 
du virus. 

De facon generale, on enlencTra designer danf; 
la prcscntc description par "proteine analogue au facteur ] 
une protcinc ayant le memo typo d'activitc hiologiquc in vi 
ou u,nc activite apparcntec, en particulier il pout s'aqir 
d'une proteine ayant la memo structure quo lo facteur IX 
* certains amino-acides pros, des modi f icntioris por.t- 
traductionnellcs comme la glycosylation , la B-hydroxylntion 
ct la y-carboxylation no sont pas ncccssnircmont identi- 
ques h cellos de In molecule naturollo, 1 * important otant 
d'avoir une molecule pr<5scntant uno activity coagulant.o 
pouvant supplcer cello du facteur IX nature! ; ou bion 
des fragments du facteur IX ayant l'activito cr.r.ent Jcl Je 
de la molecule complete. 

L f expression d*une sequence codante pour une 
proteine exogene telle que le facteur IX par le virus de 
la vacc.^.c (W) implique n6ccssairemcnt deux etapes : 

1°) La sequence codante doit Ctre align6e avec 
un promoteur de W et Gtre insGree dans une region non 
essentielle €e r'ADN de W, clonic dans un plasmlde bacte- 
ricn approprie. 

2°) Les s6qucnces d'ADN de W situtfes de part 
et d 1 autre doivent permettre des recombinaisons homologues 
in vivo entre le plasmide et le genome viral, Une double 
recombinaison reciproque conduit d un transfert de l 1 insert 
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d'ADN du plasmidc dans 1c genome viral done Icqucl 11 
est propagc ct cxprlmfc (Panlcall ct raoletti, 1982 ; 
Mackctt ct coll., 1982 t Smith ct coll., 1983 i 
Panlcall ct coll . , 1983) . 

C'est pourquoi 1 'ensemble promotcur/stfqucncc 
codant pour le facteur IX d6flni prccedcmmcnt Bora inscrc 
dans un gene du virus dc la vaccine, par exempli* It? 
gene de thymidine kinase (TK) , ce qui permet la rccombi- 
naison homologuc ct fournit une possibility dc selection 
commc ccla sera oxpliqutf ci-aprcs. 

Le virus hybridc ainsi obtcnu peut Gtre utilise 
pour infecter tine culture cellulalre de laquelle on 
pourra e>:traire le facteur IX ou la j5rotcinc analogue par 
des techniques connucs A partlr des broyats cellulaircs 
ou des milieux do culture. 

Les cellules hAtes de verttfbrd, en particulicr de 
mammifcro, peuvent £tre varices male adapttfes au vecteur 
mis en oeuvre. 

En particulicr, cos cellules peuvent Ctrc des 
cellules dc foie humaln qui proviennent done de l'organe 
produisant in vivo le facteur IX. 

Parmi cos cellules, il faut citer la lignee HcpG2. 
Les procedes permet tant de preparer ce type de lign€»cs t 
ccllulaircs sont dtferits notamment dans le brevet WO 81 03663 
au nom dc The Wistar Institute of Anatomy and Biology. 

Ces cellules, bien qu'elles no fabriquent pas de 
facteur IX, produisent des prolines de la chalne de la 
coagulation sanguine, dont certaines possodont des proprifctfcs 
chimiques identiques au facteur IX (facteur X, protfiinc C, 
prothrombine) . Ces cellules sont done des hfttcs de choix 
pour la mise cn oeuvre de la pr6sente invention. 
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En outre, let, experiences effectuecs confirmcnt 
que d-ns ce precede d'.utres cultures de cellules pou 
va en *tre utilisces. en partlculier de 8 
rein telleB que les cellules Vero ou les cellules 
BHK21. JCB 

Le viru B dc la vaccine no pout accompli r de 
cycle infectucux Bur la lignce CHO. II n'est done pas po,.', 
ble ull lBcr lo vcctcur de la vaccJnc « - 

quantitc suffice dc factour lx flvcc ^ 

On utilise un vcctcur derive du virus Cowpox 
virus appartcnant a la famillc du virus do la 
. mais capable d'infecter les cellule* CHO. 

- Les cellules transferees ou transfector, son, 
cultivees Bur un milieu approprle assurant lour crols 

r;,;: 1 :::' im ccnuics ou *** — <™ :r 

recoltes ct la proline du facteur IX pout ctrc irolc. . 

dc S techniqucB connues dc purification 

antigenos. Purification des proteine., ct 

Proced,* H La / r6fi ° ntC ^vention conccrne element den 
IZ \ tra " 8f — "on de cellule, de mammiferc, do 
culture dc ces cellules produisant du facteur ix ou dc 
protein., analog, ainsi q ue les prolines analogue, 
au acteur „ obtcnues au moins cn partle par 
cellules dc mammlfere. ^uiture dc 

concerne ^ ^ ralC ' Pr * 8 ° nte lnv -"°» 

concerne egalement un precede de preparation de proteine 

-abriquee par le foie, caracterisc en ce que 1'on elV" 

une ll gn6 e d e cellos h6 patlque S infect" ar u ° ^ 

dc la vaccine dans le genome duguel a etc inscr* , c gtnc 
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La present* Invention a permi,,, on outre, do 

-ctif, c .r fl cMrl»« on ce qu 'on culM '" CtCUr 1 

dc in vitnmino K. " ,Jli ° U co "Tortoni 

varier qU ° ntiU> *" VM,,mJm - K mJ - - —re ,,, llt 

var icr en fonction des culture, crJJulaJrcn mais 

preference, en quanta flEsurant ln saturation! l i,. '' 

vit. B i„e K no B cn,blc pas nuinible et ccttc vi tamJ „ P m 
consommee durant J a croissnnce 

utili K< < r „ ;ut Ptrc . m ., . 1 ctllul " Vero, i e milieu 

BIK21 I .i. Dulbecco, pour i C8 cellules 

le milieu est Mpu.r,i. luies 
rt^ , MEM-Gal rsgow) pour l es cultures 

* dc serum de veau foetal . 

Dre«„n* | D ' aUtrGS ««et«riBti,ue B et avantages de la 
presente invention seront mieux compris a la ! 
exemplcs ci-apr6s. lecture de den 

La preparation du viruw vectour e„i„„ , 
-porte notamment les etapes suivantt ^^-ntion 
1/ ^tcntion d'un clone de cADN correspondant au facteur 
IX sch6matisee sur les fi gure8 , 4 3 . fflCt ° Ur 

• 1. H 9 ure , represente le schema de la sonde 
de facteur IX avec BC8 homologues avec le cADN 
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du facteur IX, 

• 1« figure 2 represcnte la sequence d'unc partic 
du cADN obtenu; 

• lo figure 3 represent* la strategic dc prepara- 
tion dc M13tg3J5. 

2/ La synthase d'un mini -plasmldo pTGlll a partlr dc pBR322 
(figure 4 ) . 

3/ L'inncrtion donr, cc mini-plasmidc -du fragment llln-j 
portant lc gene TK dc W. - 

V L'insertion dans lc gene TK du promotour dc la protcinc 
7,5K (figure 5) . 

5/ L'insertion sous la promotion dc P7,5K du gene codant 

pour lc facteur IX portc par M13tg315 (figure 5). 
6/ Lc clonagc den Clements esscnticln dc cc dernier' 
plasmidc dun,: lc virus- de la vaccine (figure 6 >. 

Lor. excmples suivants illustrent les propriety 
dos different., compesnnts obtcmis. Les different materiel, 
mis en ocuvrc sont identifier, dans les cxemples. 

Snuf Indication, contrairc, les enzymes sont 
utilise, dans les conditions preconinee* pnr lc fabricant 
ct les techniques miser, en oeuvre sont connucs de 1'homme 
do metier. 

Les requcnecs d'acides amines et les sequences 
dc nucleotides representees sur les figures nc sont pas 
reprises dans lc corps de la description pour nc pas 
l'nlourdir mais elles en constituent une partic integrante 
Obtcntlon d'un clone de f ADN corresp onds ... 
factcu- IX humaln 

L'obtcntion de ce clone de cADN correspondant au 
facteur IX humaln n deja etc decrito dans le brevet francai- 
n 84 07125 au nom de la Demanderesse. 

Pour obtenir un clone de cADN correspondant au 
facteur IX humain, on utilise une sonde constitute d'un 
oligonucleotide synthctique unique. 

De facon surprenantc, il a etc possible d'obtcnir 
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dircctcncnt lc clone du factcur IX ft partir d'une banquc 
de cADN de foic humain en utillsant cct oligonucleotide 
Rynthetique, birn que seulc la sequence d'acide amine 
du factcur IX bovin poit connue. 
Materlelp et methodes (Jayc M. et coll.) 

1 • l£2i5ii2D-^Id55?.!P£5§29£E5.P o3 yacieny]es 

L'ARN est prepare ft partir dc 5 g dc foic humain 
en utillsant la technique d'extraction au chlorhydrate 
de guanidium 8 M, tel qu'il est decrit par Tolstoshcv et 
coll . , 1981 . 

L'ARN ainsi obtenu'ert chromatographic sur unc 
colonne de polyU-Sepharose (Pharmacia) comme cela est 
indique par le fabricant de facon ft obtenir un exlrait 
en ARN contenant du poly-A. 

Les sequences de poly-A servent de guide pour 
la transcription reverse en utillsant des oligo (dT) 
comme -amorce". Le cADN a ete synthetise en utilisant 
100 pi de reactif contenant 100 mM de Tris-HCl, pH 8,3 r 
10 mM de MgCl 2 , 50 mM de KC1 , 30 mM de mcrcaptoethanol , 
10 pg/ml d'oligo (dT) , SO ng/ml de poly-A-ARN, 0,5 mM 
de chaque de dATP, dGTP, dTTP et dCTP, 80 unites de 
transcriptase reverse de virus de myoblaste avien (Life 
Sciences In~. , ) . 

Aprfcs 45 minutes ft 42°C, la reaction est 
terminee et le complexe de cADN-ARN denature pai chauffagc 
ft 105°C pendant 3 minutes puis est transfer* rapidenent sur 
bain de glace. 

Pour la synthese du second brin d'ADN, le 
melange reactionnel precedent est dilu* 5 fois et ajuste 
jusqu f ft une concentration finale avec 100 mM HEPES-KOH, 
pH 6,9, 100 mM de KC1 , 200 |iM de dATP, dGTP, dTTP et 
P32-dCTP (activity specifiquc 0,5 Ci/mmole) . 

10 unites de polymerase ADN de E. coll 
(fragment Klenow) (Boehringer Mannheim) sont ensuite 
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ajoutoos et 1 'incubation est effective d 25°C pendant 
2 hcurcs. 

lc cADN double brin (dscADN) est extralt avec 
un volume 6gal de phenol : chloroformc (50 : 50) , sature 
5 avee 10 mM de Tris-HCl, pIK?8, 1 mM d 1 EDTA , el precipite 

2 fois A Methanol. 

Approxlmntlvement 970 ng de dscADN sont obtenus 
d partir de 5 pg de poly»A-ARN. Les extremites nont 
rendues f ranches par digestion avec 5 unites do nuclease 
10 SJ dans un milieu react ionnel de 0,1 ml contenant 30 mM 

d'acetate de sodium, p!l 4,8, 300 mM de NaCl , 3 mM.de 
ZnCl 2 . Apres 1 heure A 37°C, 1 1 EDTA et SDfi sont ajoutes 
jusqu'5 une concentration finale de 10 mM et 0,1 V 
respect ivement et le melange reactionncl est chauffe 
^ A 65°C pendant 5 minutes. 

Le dscADN diger6 par SI est alors "applique sur 
un gradient de sucrose pr'6-etabli 5-20 % contenant 
100 mM de Tris-HCl, pll 7,5> 5 mM d 1 LIDTA , , 1 OO mM de NaCl, 
et centrifuge A 30 000 tours par minute A 15°C pendant 
2 0 -16 heures sur un rotor SW60 Ti . 

Les fractions de 0,5 ml sont collectives. Pour 
determiner la taille du cADN , 1 pi de chaque fraction est 
analyse par elcctrophorese sur un gel d'agaroso neutre et 
la migration de chaque fraction est comparec avec un 
25 marqueur de poids mol6culaire approprie. 

Les fractions contenant des cADN plus grands que 
1 ki lobule sont rassemblfces puis prScipitees avec 2 volume 
d*ethanol pendant une nuit en pr6scncc de 5 pg de tARN 
dc E. coll comme cntraineur. Le precipite est rcn»ip en 
30 suspension dans 20 pi 0,1 x SSC (5 mM de NaCl, 0,5 mM de 

citrate de sodium, pll 7,0). 

II . Clonage_du_cADN 

Des elements d'extremites homopolymfcres (approxi 
mativement 15 dCMP) sont ajoutGs A 1 'extremity 3* du cADN 
^ en utilisant la deoxvnucleotldyl terminalc transferase 

(Deng et coll., 1981) . 
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De manlfcre Pimilalre, dee elements d'extremltes 
homopolymeres poly-dGMr (approximate lvcmcnt 10 dGMP) Bont 
ajoutes aux cxtrCmites 3 1 du plasmide pBR322 prealablcment 
digtfre avcc l*cnzymo do restriction Pstl. 

60 ng dc cADN poBBtdant des extrCmites do 
poly-OdCMP et 1 pg du vecteur prepare dans Iob conditions 
du paragrapho precedent sont chauffCs pendant 2 houres 
d 42°C dans 10 mM dc Tris-HCl, pH 7,5, 100 mM de NaCl . 
Lob plasmldes recombinants Bont utilises pour transformer 
la Bouche E . coll 8739 (Murray et coll., 1977) et les 
transf ormants sont select ionnfes sur plaque d'agar-LB 
contenant 15 pq/ml de tetracycline. On obtlent 30 000 
transf ormants dont environ 50 % comportent un insert 
de cADN supCrlour d 1 kb. Tous les transf ormants sont 
pre"lev6s des plaques dans un volume minimum de LB et 
apres addition d'un volume 6gal de glycerol, la banquc 
obtenue est stocktfe a - 20°C. ' 

III. §^i££ii2D^9i-5i!Di!3^S£-^£.l5-52D^£ 

1755 nucleotides de sequences dc qftnes codant 
oour des proteincs bovincs syntnttlsCcs par lc 
foie sont analys6s (Mac Gillivray et coll., 1980 et 
Chung et coll., 1981) de fa^on d mettre en evidence les 
codons utilises pr6f 6rentiellement . On a sClectionne 
unc sequence de 52 bases. Cet oligonucleotide >st cons- 
truit /!e la fa?on suivante : 

L f oligonucleotide A : d (CTCACACTGATCACCATCCACATACT) , 
^oligonucleotide B : d (GCTTCCAGAACTCTGTAGTCTTCTCA) et le 
fragment compiementaire C : d (GGAAGCAGTATGT) sont synthetises 
chimiquement par la i^ethode phosphotriester sur un support 
solide inorganique comme cela a 5te decrit precedemment 
par Kohli et coll., 1982 et purifies par HPLC comme decrit 
par Fritz, 1978. 

0,5 nmole d 'oligonucleotide B est mis en 
incubation pendant 30 minutes d 37°C dans un milieu r€ac- 
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tlonnel dc JO ul contenant 60 mM de Trls-HCl, pll 7,8, 
6 mM do MgCl 2 , 6 mM dc dlthlothrci tol , 0,1 mM d'ATP, 
6 pmoles P 3 2- ATP (3000 Ci/mmolc) , 2 unites dc kinase T4 
polynucleotide. L'ollgomcre B 5 'phosphoryle est melange 
avee 0,5 nmolc d'oligonucleotide A etc dans 10 mM dc 
Trle-IICl, pll 7,5, 1 mM d'EUTA, chauffc a 100*C ft 1c 
m61angc est rofroidi lentcmenl jur.ciu'.l A'V. l.r 
melange reactionnel des ol igonucleot ides A ct n c B t 
liguC dans 50 dc melange reactionnel contenant 66 mM 
dc Trls-HCl, pll 7,5, 100 mM dc NaCl , 7,5 mM dc MgCl , 
2 mM dc dithiothreitol, 0,5 mM do spermidine, 0,2 mM 
d'EDTA, 4 unites dc ligasc DNA T4 A 4°C pendant unc null. 

l.c 52mor resultant est alors purine du melange 
dc ligation par clcctrophorcsc sur qol dc polyacrylamide 
8 20 

IV. Ann] YPC_ric_la_banguc_dr_cADN_dc_f^ 
10 OOO colonies environ sont mises cn croissance 
pendant une nuit sur plusieurs bolter; d'annr l.n contenant 
10 jig/ml do tetracycline. Lc jour r.uivant les colonies 
bactcrionnes sont transferees sur filtrcs dc nitrocellulose 
ct les filtres sont prepares pour 1 'hybridation sur dos 
colonics, essentiellcment commc cela a etc decrit par 
Grunstein et coll., 1979. Les bactcrles restantes, sur 
les K,ites A la tetracycline d'originc, sont remises cn 
crolssancc pendant quclques heures <1 37*c. 

La sonde d'hybridatlon est prfparec par klnation 
d.- 100 ng du 52mer avec 50 pCi de P32-ATP. L'hybridation 
est effectuee a 48°C pendant une nuit dans 40 ml de 
6 x SSC et 1 X de solution de Denhardt, 0,1 % de SDS, 
50 ug/ml d'E. coll tARN. 

Le jour suivant, les filtres sont laves a 42°C 
plusieurs fois avec une solution de 6 x SSC, 0,1 % de 
SDS. Les filtres sont s6chCs puis autoradiographies 
pendant une nuit. 
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La sequence d 'acides amines du factcur IX 
bovln (Katayama et coll., 1979) est analytic pour trouver 
unc sequence longuc composee d'acldcs amines determines 
par des codons faiblcmcnt dCgcncrcs. 

La sonde a alnsl 6te realis6e pour corrcspondrc 
aux acides amines 36 d 52 du factcur IX bovin, qui 
correspond h A acides amines cod 6s par 4 codons (thr, 
val, gly) , 12 acides amines codes par 2 codons (glu, lys, 
phe, gin, tyr, asp, cys) et 1 acide amine code par 
1 codon (trp) (figure 1) . 

Ensuite, 1' analyse de 585 codons de la prothrombine 
bovine et du fibrinogene bovin ont revels que le codon 
valine GTG. est utilise 21 fois sur 38. De memo TTC et TGT 
sont utilises 2 fois plus frcquemmcnt que les autres 
codons des acides ' arr.incs vhc et cys, rcspocti vument . 

Aucune autre preference tr6s nette ne se detache 
3 l'analyse, toutefois, certains nucleotides sont trouves 
peu frequemment en 3eme position pour certains codons, 
par exemple G dans le cas de la glycine et de la threonine. 

En outre, 1 'appariemcnt G:T, bien que moins stable 
que la pa ire de bases G:C, contribuera au moins d la stabi- 
lisation de 1 'hybridation du 52mer durant 1 'hybridation 
de la colonic, tandis que 1 'appariement A:C ne le fera pas. 

Ainsi, G a ete choisl pour chacun des acides 
amines <glu, lys, gin) dans lesquels le choix cn 3cmo 
position du codon d6g6n6r§ etait soit G soit A ; de mC;me T 
a ete choisi par rapport d A dans le cas des acides amines 
tyr et asp. 
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Compte tenu do ce B considerations, l e choix 
b nt lliltf a T ou G conune nucleotide en 3eme position 

a "tV; TT n ° et la 9lyclnc ' H efo1 " ccL 

« €t* indique precedemment, G se troupe P L f r equcmmcnt 

choLT/° 8ltl0n C ° d0nS ^ 18 ""M"- Ainsi on a 
choisi T pour 1'un des codons de l a threonine ct de 
f«9on fl ecarter un pr6hlinc po8slble d , unc Btructure 

secondairc a 1'interieur du 52mer. choisi T on position 3 

dTla Vl y T ct A en posltlon 3 pour — d «-« 

ae la threonine. 

Selection de la banque de cADN h iimnin^ 
identification du clone de facteur IX 

La strategic d'origine etait d-utiliscr i c S2mcr pour 
s • cctionner la banque de cADN de foie do bovin et ensuito 
utiliser ce clone de cADN de facteur IX bovin nous forme 
dune sonde pour une banque de cADN de foie humain. Cette 
strategic repoaait sur une hypothec de generaHsation 
do homologie connue dans les sequences d'acidos amines 
• 1 cxtrcmite N des proteines bovincs ct humaines (voir 
Di Scipio ct coll., j 977) . 

En s'appuyant sur cette homologie intcr- 

un! Cl * f ! q " da " S S6qUGnCeS d ' aCldCS aminCs ' on a effectue 

une selection parallele d'une banque de foie de bovin et 
de foie hum- In. 

Les conditions d 'hybridation et de lavage employees 
furent peu severe* car 1' homologie actuelle entrc la sonde 
52mer et le cADN de facteur IX etait inconnue. 

Differentes colonies dans la banque do cADN 
bovin donnerent des signaux positifs par selection avec 
la sonde 52mer. Dans la banque de cADN de foie humain, 
une colonie a ete obtenue, qui donne un signal dans les 
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conditions mince cn ocuvrc. Compte tenu du fail que la 
prCsente recherche a ete effectufe dans le but d'lsolcr 
un cADN de facteur IX humain, 11 n f a pas ete effectue 
d'autres analyses sur les clones bovins et tous les efforts 
Be sont portes sur le clone humain. 

Pour etablir que cette colonie correspond 
au facteur IX humain, le plasmlde recombinant est dlgere avee 
Pstl, puis . 1* insert de cADN excise est transfer*? dans 
le phage M13mp8 (Messing et coll., 1982) et sequence 
en utilisant des didtfoxynuclGot Jdes commc terminateurs 
de chalne (Sanger et coll., 1977). La sequence obtcnue 
correspond aux nucleotides 1-180 de la figure 2, la 
sequence d'acides amines deduite confirme que le clone 
est un clone de cADN de facteur IX humain. 

La sequence plus complete de 1' insert de cADN 
de ce clone, pTG397, est determinee en comblnant les 
methodws de Maxam et de Gilbert, 1980, ou de Sanger, d 
partir de segments de restriction sous clones dans M12mp9. 
La sequence obtenue est indiquGc dans la figure 2. 
Discussion du resultat 

En employant une sonde oligonucleotide unique, 
11 a ete possible d'isoler un clone de facteur IX humain 
contenant un inner t de 2,1 kb. Lorsquc I 1 insert de 2,1 kb 
est utilise comme sonde pour trier une scconde banque 
de cADN de foie humain, un autre clone speclfique de 
facteur IX, pTG398, contenant un insert de 2,6 kb est 
isoie. 

L f extremite 5 1 de pTG398 est sltuee au nucleotide 
480 de la figure 2. Cecl suggfere que I'extremite non 
traduite 3* de pTG397 est incomplete et que l'extremite 
complete 3 1 non traduite a une longueur d' environ 1,7 kb. 
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On observe une difference i 

nucleoti d e C nr ( r" r T T'" ^ tranBiU ° n ° U 

de connexion du facteur IX "nfi * ^ Peptidc 

dans cette position 7 , ^ Pr ' SenCC de threonine 

d'autrl IT, nn ' CS BU W e ""t quo comme pour 

a autres proteines seriques le factnur iv » , 
(Cooper, 1978). * ° St P^WPhc 

Cettc hypothfcse a etc confirm/, i- 
et .1.. Blood 64 . 264... 1984, ,M3CGran " 

En considerant 1 'utilisation des codons de 

It^rr ^ 1,61ininatAo " ** 1- structure secondare 
Possible dans la sonde de nucleotide, on a P u obtenir un 
52m.r unique qui s'est revele etre utile de facon satis- 
faisante comme sonde pour le. sequence d'un clone unique. 
Le 52mer choisi est homologue avec la sequence clonee 

Zt e /52 : UCl60UdeS tandlS '««. aPP-emcnts errones 
sont des palres G:T. 

Ceci reflete une homologie a 85 % dans les 
sequences de nucleotides interspecif iques observes 
precedemment . 

Structure generale du p ADN de f actP „r tv 
lhH „ La connai "ance des sequences de nucleotide du 

" Permet ^ dedUire 13 S ^ Uence d '-ides 
amines codee de la proteine correspondante . L' insert de 

CADN de pTG397 revele les caracteristiques suivantes du 
facteur IX humain : 

a. Le facteur IX est une proteine contenant 
415 acides amines. Dans la figure 3, les 
nucleotides 140-1384 codent pour le facteur ix 
humain. 
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L. Lc factcur IX hui..ain cat synthetise boub 
forme d'un prOcurscur avec unc sequence 
signal attache? et unc sequence do pre- 
proteine. Ceci est une caracteristique 
commune ^ toutes les protCincs qui Bont 
destines d etre secretees. Dans lc cas du 
factcur IX, il y a unc sequence signal 
clASBiquc d^environ 25 acides amines codes 
par les nucleotides 2-76, inclus. ^'extension 
hydrophobe des acides amines est normalemcnt 
eiiminee pendant la secretion de la proteine 
3 l'extfirieur de" la cellule. Les nucleotides 
77-139 inclus codent pour *une sequence de 
preproteine qui probabltment rapidement apres 
la secretion est eiiminee de la forme mature 
du factcur IX (commencant avec la tyrosine 
au nucleotide 140). 

Comme ccla est souvent trouv6 h la fin dc la 
sequence de preproteine, la structure d'acides 
amines dibasiques lys-arg est trouvee d la 
jonction entre la sequence de preproteine et le 
premier acide amine du facteur IX mature. 
. La forme activee du facteur IX (IXa) est pro- 
duite 3 partir de la forme inactive ou zytnogdne 
du facteur IX par hydrolyse de deux liaisons 
peptides par lc facteur Xl active (XI a ) . Ces 
liaisons peptides sont trouv€es entre les acides 
amines arg-ala (nucleotides 572-577) et val-val 
(nucleotides 677-682). Le peptide le plus long 
de 35 acides amines libere pendant 1 'activation 
du facteur IX est appeie le peptide d' activation J 
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Le facteur* iXa est ainsl compos* dc deux 
chalnc B polypeptldlques , une chalnc legere de 
145 acldes amine* (nucleotides 140-574) et une 
chalne lourde de 2.35 acldes amine* (nucleotides 
680-1384). Les chalncs lCgeres et lourdes du 
factrur IXa sont malntenues ensemble par dor, 
ponts dlsulfures. La chalne lourdo comprend un 
site actif typlque de la serine-protease 
(mot-phe-cys-ala-gly, nucleotides 1181-1195) 
de mcmc que d'autres residus important dans 
l'activlte catalytiquc de la serine-protease 
typlque. La chalne lCgcre conticnt 12 unites 
d'acide glutamique qui sont tf-carboxy Kc.s pour 
pr6duire 1 'acidc fc-carboxy-g] utamique par un 
processus qui depend de la vitamine K. 

Ceci est important dans la fixation 
du facteur IXa au Ca + \ a la membrane phospho- 
lipldiquc membranaire et au facteur Villa dans 
'le cycle de coagulation, 
d. Au contraire du facteur IX bovin qui a 4 sites 
pour la fixation d 'hydrate dc carbone, le 
facteur IX humain a 2 sites potcnticls pour 
l'attachcmcnt des hydrates do carbone. Ces sites 
sont tous situCs dans le peptide d'actlvation, 
aux nucleotides 608-616 et 638-646, et contlennent 
la sequence typlque asn-x-thr/ser . Par contraste. 
le facteur IX bovin a 4 hydrates de carbone 
attaches dont la structure a ete recemment 
determinee par Mizurochi et coll., 1983. 
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Preparati on du cADN di lacteur IX clone 
neccsBalr_e_j >our 1 'oxpro BBlon (voir figure 3) 

PTG397 a etc mis en digestion avec 1 'enzyme de 
restriction PstI . Commc la banque do cADN a etc clonee 
par des extremltes G/C dans le site PstI de p«R322 ct 
en outre, que le facteur IX do pTG397 no contlent pas'un 
site Interne de reconnaissance PstI, ce traltement libere 
un cADN intact de 2.1 kb correBpondant au facteur IX. avec 
des extromltes susceptlbles d'etre donees dans les site, 
PstI. 

Le fragment de cADN facteur IX est transfere 
par des procedures standards dans le phage M13mp8 qui a 
etc precodemmcnt mis en digestion evee PstI et tralte avec 
la phosphatase alcallne. Les phages recombinants sont 
utilises pour transfecter une souche de E . coll JM103. 

Le phage recombinant M13tg397B est utilise 
comme source de cADN de facteur IX commc cela sera decrit 
ci-apres. . . 

Le cADN de facteur IX contlent un 'site de recon- 
naissance unique pour 1 'enzyme FnuDIl qui reconnalt la 

sequence de trinucleotide CGCG situee sur les nucleotides 
7-10. 

Par digestion de M13tg397B avec PstI et FnuDIl 
on obtient un grand fragment et de nombreux petits fragments, 
correspondant a 19 sites de reconnaissance pour FnuDIl dans 
M13mp«. Le fragment le plus grand correspondant au fragment 
FnuDIl: PstI. 

Ce fragment ecarte 9 nucleotides et les extremltes 
G/C de l'extrcmite 5' du cADN de facteur IX. il a ete 
considers comme important d'ecarter les extremltes G/C 
de l'extremite 5' de facon a augmenter l'expression et la 
stability du CADN de facteur IX dans le vecteur depression. 
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En Gliminant ces 9 nucleotides, on eiimine un 
ATG de la sequence signal. 11 n'est pas sOr toutcfois 
que cet ATG Bolt 1 *ATG qui initie la traduction. La 
portion du facteur IX eiimlnec par digestion avee FnuDIl 
est dans la sequence signal ot en consequence n'est pas 
importante pour 1 'activity du facteur IX. 

La sequence signal, si la traduction debute 
normalement d 1 'ATG elimine lors de la digestion par 
FnuDIl, est ecourtee de 5 acidos amines. De facon h 
determiner si ces 5 acides amines additionncls sont 
importants pour la secretion et/ou pour 1 'uti lisation 
du facteur IX, la sequence de nucleotide eiimineo par 
digestion avec FnuDIl est rcstauree en utilisant deux 
oligonucleotides synthetiques : 

5 § 6ATCCATGCAGCG 3» 



B) 5* CGCTGCATG 3» 

La sequence soulignee dans 1 •oligonucleotide A 
correspond "i la sequence ecartee, moins lc premier nucleotide 
T, du phage M13tg397B par digestion avec FnuDIl. 

L'oligonucieotide B est compiementaire de 1 'oligo- 
nucleotide A. 

L'hybridation des oligonucleotides A et B donne 
la structure d double brin suivante qui possedc des 
extrtmites BamHI coh6sives : 



5* CATCCATGCAGCG 3 1 

3 1 CTACGTCGC 5 f 
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Les oligonucleotides A et B BO nt llguec avcc le 
fragment dc cADN de facteur IX EcCU/FnuDll qui a etc 
purl le J partlr dc M13tg397B. Lc phage MJ3 mp701 trait* 
par 1* Phosphatasc-alkalinc et soumls a i a restriction 
Par BamHI est alors ajout , _ 

est effectuee pendant tout, une nult. Un all q uotc du 

«lto3.^ f qUCnCe nUCl " OUde du -P»«9e recombinant 
M13tg315 qui a donne une plage blanche confine que la 
construction est correcte. La digestion de „13t,L 
avec BamHI libcre un fragment de cADN de facteur IX 
dont la sequence 5' est la suivante : 



— ;:: , 

/ 

BamHI 



/ 

BamHI 



M i « S6qU6nCe co «"Pondant a 1 ■oligonucleotide A 

ete ndiquce ci-dessus en traits pointilles. La s6quence 
soullgnee correspondant aux 15 nucleotides qui codent 
pour les 5 acides amines absents d, la sequence signal du 

pour le facteur ix <Ju«nce codant 

n . do„= 3u , 4 ngce . t . lr °; \i"T r plusieura 
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contlent le gene complet de la thymidine Kinase (TKJ^ul 
a **» te utiHs* prCcCdemmcnt , our perffict L\ e t 

*sr.rr * ir,; ln rr r dane ie * nome - - 
- - cr6 e un virus tk wleleBt :;;i: t d ; e : 17 

en utiliBont une simple selection. "connu 

II « tout d'abord etc- ntc'os«!air» ^« ^ , 
dc petite ,.<„ . nc ^ssaire de produire un plasmide 

de petite taille portant un site unique Hindlll utili- 
se pour I' integration du fragment HinTw. En outre 
« •t.lt important d'eliminer . iq ^ Be „ df ^"iion 
non necessaire du plasmide de facon a permettre 
manipulations suivantes. 

3/ La construction a ete amorcee 3 partlr du 
plasmide pML2 (Lusky et Botchan, 1981, qui es t un vecteur 
derive du plasmide P BR322 par. deletion spontanee 
du segment entre lo nucleotide 1089 et 2491 (figured). 

D'abord la sequence de PstI a Ct6 
§liminee par Insertion du fragment Ahalll-Aham de 
PUC8 (Vlelra et Messing, 1982) entre deux sites 
Aham de P ML2 en eliminant 19 paires de bases. On a 

utilise la methode de "linker-tailing- (Lathe et al 1984, 
pour un llnker ^ dI11 entre Blte ;ill-'»>*> 

5£oH tr.it! par nucl * nRe S1 en 61imlnanrTe £ 
BamHI. Ceci conduit a un plasmide de 2049 paires de bases 
Portant le gene P-lactamase fonctionnel (conferant la 
r#sist.n t e U.. mplc nil„e,et comportant en outre une 
orlgine de replication active dans «. coll et un site de 
restriction unique Hfn dlll. 

Cette Jtruction a ete appelee pTGlH. 
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4/ Lc fragment Hln-J dc 1 • ADN de W portant le 
gene TK « prealablement ete clone dans un vecteur pro- 
venant dn pBR327 (Drllllen et Spehner, 1983). Ce fragment 
de 4,6 kl> a ete redone dans le site Hlndlli de pTGlH. 
Un clone a #te aelectlonne dans lequel le gene TK est 
situe dJutalcment par rapport au gene codant pour la 
resistance A 1 'ampicllllne. 

Cette construction pTGlH-TK a ete utilisCe comme 
porteur dans 1 'experience Bulvante. 

5/ L'etape suivante a ett d'isoler un promoteur 
de W utili sable pour commander l'expression de la 
sequence codant pour le .facteur IX inserts. 
Le promoteur d'un gene preeoee codant pour une proteine de 
7 500 daltons <7,5K) a dCja ete utilise avec Bucces dans • 
J5 un but ldentique (Smith et al., 1983) et on a done procede 
.son Jpnlement. 

Le gfcne 7,5K est situe sur l'uh des plus petlts 
fragments Sail (fragment Sal-S) du genome de VV type WR 
(Venkatasan et al., 1981). Comme les petits fragments sont 
clones de fa;on pr6f Crentielle, une grande proportion des 
clones obtenus par clonage direct de 1»ADN de W typfe WR 
coupe par Ball dans le plasmlde pBR322 porte le fragment 
Sal-S. Ce fragment est transfer sur.le bacteriophage 
vecteur Ml3mp701 (voir Kieny et al., 1983), par digestion 
25 Sai l et religation, en conduisant ainsi ai: phage M13tgSal-S. 

Dans ce clone, un site Seal se trouve immediate- 
ment d proximity de 1 'ATG d f initiation du gfcne 7,5K. En 
aval du gfine 7,5K se trouvent situfis des sites uniques 
BamHI et EcoRI provenant du vecteur. Les sites BamHl et 
Sea l sont fusionnfis par 1 • intermediate d # un linker Bglll 
5 * -CAGATCTG- 3 1 par la technique des "linker* aprds avoir 
complete les extremites gCnerees par digestion BamHI 
avec le fragment Klenow de la polymerase. Ce procede 
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^limine le Bite Sea l male rcconstltuc lc Bite BamHl et 
place lc site unique EcoRI immediatemcnt en aval du site 
RamHI. En mfcroe temps, Je Bite Sa^I(Accl) en ova] est elimine, 
le Bite en ar.;ont devient done unique. 

Cette construction est- appclce M13tg7,5K. 

A l*intcrieur du fragment Hind-J de J 'ADN de W 
ae tfrouvent situGs den sites Cla l ct EcoR I qui sont separcs 
par environ 30 paires do bases (Weir ct Moss, 1963). Le 
fragment promoteur de 7 # 5K prCsent dans M13tg7.DK est 
excise par Acc l ct Eco RI et clone entre les sites cla l 
et Eco RI de pTGlH-TK pour gtnercr pTGl H-TK-T7 , SK dont 
la synthese est Bchcmatisee figure 5. 

Cette construction conduit au transfcrt du site 
BamHI unique du vecteur Ml 3 immediatemcnt en aval de la 
sequence du promoteur 7,5K. Ce site unique Bam HI est 
utilise dans les constructions suivantes. 

6/ pTGlH-TK-P7,5K est mis on digestion avec 
BamHI ct ligue avccM13tgll[> digere par BamHI (figure 5). 

Apres transformation dc E . coli l f un des plasmidos 
recombinants isoK? par cette procedure, pTG393 # est. selec- 
tionntf car il porte le cADN du facteur IX dans 1 "orientation 
corrccte pour I'^xpression A partir du promoteur de 7,f>K. 

Clonage dans le virus de la vaccine (figure 6 ) 
7/ La strategic decrite par Smith et al. (1983) 
repose sur * '^change in vivo entre un plasmide portant un 
insert dans le gfene W IK et le g6nome viral de type 
Bauvage de fa con A inactiver lc gene U< porte par le virus. 
Les virus TK~ peuvent etre Bdlectionnes par Ctalcmcnt sur 
une lignGe cellulaire TK-nGgative en presence de 5-bromo- 
dSoxyuridine (SBUDR) (Mackett et al., 1982). La thymidine ki 
hase phosphoryle leSBUDR en 5 •-monophosphate , qui est 
en^uite convert! en triphosphate. Ce compose est un 
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analogue de dTTP et eon Incorporation dans I 1 ADN bloquc 
le devcloppcment correct du virus* Un virus Tx" pcut 
n€anmoins repllqucr son ADN norma Icmcnt et il conduit £ 
dee plaques vlrales vislbles dans une couche cellulairc 
5 egaleroent TK". 

Le virus de la vaccine se propago dans le 
cytoplasmc des cellules infectees plutftt que dans leur 
noyau. C'est pourquol il n'est pas possible de tirer 
avantage de la machincrie de replication et de transcrlp- 
10 tion de 1 • ADN de l f h6te et il est necessaire que le virion 
possfede les composants pour l'expression du g£ne viral. 
L' ADN de W purlfie est non-inf ect ieux . 

Afin de g6n£rer les recombinants, il est 
necessaire d'effectuer simultanemont 1 •infection cellulairc 
15 avec un W et une transfection avec le segment d'ADN 

clone qui prGsentc de l f intent. Toutefois, la generation 
des recombinants est limitee Ji une petite proportion 
des cellules competentes pour la transfection A 1 • ADN . 
C'est pour cette raison qu'il a ete necessaire de mettre 
20 en oeuvre une strategie de "congruence" indirecte pour 

reduire le bruit de fond des virus parentaux non-recombinants 
Ceci a §te effectufi en utilisant comme virus infectieux 
vivant un mutant thermosensible (ts) de la vaccine qui 
n'est pas capable de se propager d une temperature non per- 
25 missiblede 39,5°C (Drillien et Spehner, 1983). Lorsque 

les cellules sont infectees avec un mutant ts flans des condi- 
tions Hon pemiBSibles et transfect§es avec 1 'ADN d'un 
virus de type sauvage, la multiplication virale inter- 
viendra seulement dans les cellules qui sont competentes 
30 pour la transfection j aucun resultat ne sera obtenu dans 
les autres cellules, en depit du fait qu'elles ont ete 
infectees. 
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61 un plaBmide recombinant contenant un fragment do 1*ADN 
de vaccine tel que pTG393 est incluB dans le melange dc 
transfection fi la concentration appropriate avec I'ADN du 
type sauvagc, 11 est egalemcnt possible d'obtcnir qu'il 
partlcipe b la recombinaison homologue avec 1 'ADN dc la 
vaccine dane lee cellules compGtentes. 
Clonage des recombinants W-FIX 

Des flbroplastes d'embryons de poulets primaircs 
(CEF) etablis A parti r d f embryons figes dc 11 jours sont mis 
en croissance jusqu'A confluence (2 x )0 6 ecl lules/bol te de 
2 cm de diamMre) dans un milieu de base de Eagle (MDE/ 
Eurobio) supplement* avec du cGrum.de veau nouveau-ne (SNV) 
(Drilllen et Spehncr, 1983). 

Les cellules sont infectees h raison de 0,01 d 
0,1 pfu par cellule avec un mutant du virus de la vaccine 
thermosensible N7 derive du virus de type sauvagc Copenhaguc 
(Drilllen et coll., 1981). 

Aprcs absorption du virus, les cellules sont incubfces 
& une temperature pcrmise pour le virus (33°C) pendant 2 heurcs 
dans MBE/SCN 5 %. Les cellules sont alors transferees avec 
un melange d'ADN virus de type sauvagc (Wt) Copenhague purifie 
(30 ng par bolte) et 1 *ADN du plasmide chim6rique contenant 
le g5ne etranger (30 ng/bolte) en utilisant la methodc de 
coprecipitation au calcium-phosphate. 

Aprds 1 heure d 'absorption, les cellules sont 
incubCes pei.^ant 2 heures d 39,5°C en presence do MBE/2 % SCN. 
Le precipite calcium est lave 3 fois avec PBS et les cellules 
sont mises en croissance pendant 2 jours h une temperature 
non permise (39,5°C) avec 2 ml de MBE suppiemcnte avec 5 % SNV. 

Ce procede permet un enrichissemcnt en virus de 
genome sauvage (Wt) ou recombinant. 

Dans une seoonde Gtape, les virus TK" (recombinants) 
peiwent. etre seiectionnes comme indique precedemment en 
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presence de SBUdR ft 37°C. Dans ces conditions, les virus 
recombinants tk~ sont capables de bc repllqucr ma is la 
croissance des virus Wt est empftch6e par incorporation dans 
leur ADN d 'analogue de dTTP. 
5 Les virus sont clones dans une premiere etape en 

utilisant un milieu solide contenant 1 I d'agar, des cellules 
LMTK*, 5 I de SNV (Drillien et coll., 1982) et reclonfis & 
nouveau sur des cellules TK* en presence de SBUdR • Pour 
verifier la recombinaison correcte du facteur IX dans le gene 

10 tk de W, l f ADN total des cellules CEF infectees avec le 

virus recombinant est Isold et digGrfi avec diverses endo- 
nucieases. Aprfes f ractionnement , l'ADN est transfCre sur 
flltres de nitrocellulose et hybrid* avec un cADN de facteur IX 
marqu§ au phosphore radioactif avec 1 'ADN polymerase de 

15 .E. coll . 

On seiectionne ainsi un virus WRTG2 utilise dans 
les experiences ci-aprds. 

Le virus dsoie est ensuite cultive sur des tapis 
de cellules CEF pour obtenir une grande quantite de virus 
20 en vue des experiences suivantes. 

Infection des cellules de la lignee HepG2 par le vir us 
de la vaccine 

Les cellules HepG2 sont cultivees jusqu'd confluence 
dans des bouteilles a fond plat contenant un milieu compose de 

25 MEM (MEM,GIBC0) et de 5 % de serum de veau foetal (SVF) 
(GIBCO) et suppiemente avec de la vitamine K (5C pg/ml) • 
Ces boIt^s contiennent environ 10 7 cellules. 

Elles sont infectees soit avec le virus de la 
vaccine recombinant, soit avec le virus sauvage. Pratiquement 

30 le milieu de culture des cellules est retire et 500 pi d'un 
extrait contenant le virus de la vaccine sont deposes sur 
les cellules (soit environ 5 pfu/cellule) . Les boltes sont 
agitees i la temperature de la piece pendant 1 heure, puis 
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10 ml de MEM addition^ de SVP (5 %) et de vltamlne K (SO pq/ml) 
eont ajoutfts. Lee boltcs eont plac6es dans un lncubatcur A 
97*C pendant dlffgrents temps (4 heures, 8 heures, 22 hcurcs) • 
. Analyse de milieux de culture dcs cellules lnfectCos 
5 On a fftudll les surnageants de cellules htpatiqucs 

infectives par le virus dc la vaccine sauvagc et 1c virus 
recombinant. Cette analyse a 6t6 accompllc par l*6tudc dcs 
milieux 4 heures, 8 hcures et 22 hcurcs aprfcs l 1 infection. 
Les milieux ont £t£ fractionn6s par adsorption du facteur IX 
10 sur le citrate de barium selon un procCdC classique (dOrivt 
de Milctrich et coll.) t le facteur IX peut s f adsorber sur 
ce sel insoluble quand les acides carboxylfcs sont presents 
sur la molCcule. 

Pratiquemcnt d un volume de surnageant dc cellules 
15 infcctCes (7 ml de surnageant de cellules lnfeet£cs par le 
virus de la vaccine recombinant ou normal) on ajoute du 
citrate de sodium (30 mM final) puis on introduit au 
goutte A goutte 1/10 de volume d'unc solution dc chlorure de 
barium 1 M tout on agitant continuellrment. 
20 On laisse agiter pendant une heure le melange. 

Le prCcipitc: est centrifugtf d 8 OOO g pendant 20 minutes. 

Le surnageant est r£colt6 et subjt un fractionne- 
mcnt dc 30 & 70 % de sulfate d'ammonium. La fraction prfccipittfc 
avec 70 % dc NH 2 S0 4 est reprise par addition de 200 pi dc 
25 Tris 20 mM NaCl 150 mM, pH 7,5, et est dialysS contre ce 
mCme tampon. Lc volume final est alors dc 800 *jl environ. 
Le pr6cipit€ dc barium est resuspendu dans 0,3 volume de 
BaCl 2 10 mM, NaCl 100 mM, puis reccntrifugfl d 8 000 g pendant 
10 minutes. Cette operation de lavage du culot est r6p£t6e 
30 encore deux fois. Ensuite, le culot est rcpris dans 0,3 volume 
de Tris 20 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5, puis on ajoute au goutte 
A goutte 0,075 volume de sulfate d'ammonium 2 M. Le melange 
est agitG pendant 1 heure puis centrifuge A 8 000 g 10'. 
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Lea protGineB du surnagoant Bont pr£clplt£es du sulfate 
d' ammonium (concentration 70 %) pendant 1 hcure. Lcs 
proteines pr6cipit§cs sont centrifug^cs 10' 8 000 g. 

Le culot est diBBous dans 200 ul dc Trl b 20 mM 
NaCl 150 mM, pH 7,5 et est dlalysC contre le mCmc tampon. 

L* ensemble de ces operations est accompli A 0°C. 

Les fractions obtenues sont ensulte conservecs 

A - 20°C. 

Elles sont ensulte testees de deux facons : 

a) La quantity d'antigene facteur IX est estimee 
avec un test EL1SA (commercial is6 par Diagnostica - Stago) . 

b) L*activit€ du facteur est calculoe en mesurant 
le temps de coagulation d'un plasma d'hemophile supplements 
:ivec les extraits. 

Ces mcsures sont comparGcs avec celles obtenues 
en utllisant un melange de plasmas humains normaux. 

Les rlsultats s'exprimont en pourccntage. Pratique- 
ment 100 V correspond S la quantity de facteur present dans 
1 ml de sang.humain normal. 

Les r§sultats sont fournis sur le tableau joint. 
Dans ce tableau sont indiqu£es les concentrations en facteur 
par ml d 'Cchantillon . 

Dans les surnageants des cellules hepatiques infect€es avec 
lcs virus de la vaccine sauvage, aussl bien dans la fraction 
adsorbed sur le citrate de barium que sur la fraction non 
ads or bee, la quantity d'antigene du facteur IX est inffc- 
rieure d 1 %, l^ctivitG coagulante reste inffirieure 3 2%. 
En revanche dans les surnageants des cellules infect£es 
par le virus recombinant, la quant ite de facteur IX dans la 
fraction adsorbable sur le citrate de barium augmente avec 
le temps d 1 infection. Les quantit£s estim£es par les tests 
ELISA et d* activity sont semblables. Dans la fraction non 
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adsorb*, .ur le cltrat. de barium la qu.ntlte d'antlgene 
reste falble ( < 5 %) »t 1 •»<>» i«,4«.« . 9 
. ^ M a *' et 1 actlv *te restc comparable? au 

bruit de fond detect* avec le virus sauvagc. 

En conclusion, les cellules Hc P G2 infecteen avoc 
5 le virus de 1. vaccine recombinant produlscnt du facteur IX 
•ctlf L absence d'antlgenc f.cteur IX dan* la fraction non 
adsorbce sur le citrate do barium montre que lc facteur T 
prodult dans ces conditions est Jrcarboxyl* pratlquemenl 
dans sa totalite. 
10 Expression dans d'ai,fr eB cellule* 

Les precedes experimentaux sont simllaires a 
ceux deja decrits. 

ah < r 1^' taPlS d ° collulc " conflucnter. ont 
cte in ectes solt avec le virus sauvagc solt avee le viru-. 
15 recombinant (1 a 5 pfu/cellule, dans les condition, . ' 

icZTl T !° breVGt PrlnClPaK L,inf <^- * cellule., 
(c est-a-dirc la multiplication du virus dans le, 

cellules, a ete accomplJe 22 heures dans les miHeux de 
culture MEM (Chang,, Dulbecco (Vero, , MEM-Calsgow <n»,K21> 
10 supplements avec 10 % de serum de vcau foetal. Ces 

milieux sont en outre additlonncs de vltamine K (n» V3501, 
catalogue Sigma, a raison de 50 ug/ml. 

Aprcs 1 'infection, les milieux de culture ont 
etc fractionnes comme decrit dans le brevet principal. 

Le tableau A decrit les rcsultats obtenus. lis 
sont exprimes en unite et non en pourcent con.™ decrit 
pour les cellules HepG2 . Une unite represente la quantite 
de facteur IX dans 1 ml de plasma humain normal. 
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Tableau A 

Etude du facteur IX prodult dans plusleurs 
llgnlea lnfecteee par WRTG2 



Llgnde 


BHK21 


Vero 


Chang 


Virus 


WT t 


CII 




WT . j. 


CII 




WT : 


CII 


Volume Initial milieu 
de culture 


53 


55 




40 


40 




30 


30 


Volume fraction non 
adsorbde sur Barium 
(FI) (ml) 


5 


5 




3,C 


3,8 




7 


5 


Volume fraction absor- 
bed sur Barium (FII) 
(ml) 


0,6 


0,5 




0,65 


0,40 




0,45 


0,26 


Quant ltd antigene dans 
FI (U) 


0,05 


1 ,45 


i 


0,02 


0,15 




O,07 


0,10 


Quantitd antigene dans 
FII (U) 


0,02 


3,65 




0,02 


1 ,09 


* 


0,02 


0,58 


Ouantitd actlvltd dans 
FII (U) 


0,01 


4,55 




0,02 


1 ,07 




0,16 


0,73 



Les rdsultats montrent que les trois ligndes 
cellulaires infect£es par le virus recombinant peuvent 
produire du facteur IX act if. 

Cas des cellules HepG2 

Les cellules HepG2 ont ete cultivdes pendant 
12 h 15 generations (4 passages) dans du milieu MEM supple- 
ments avec 1% de substitgt de serum synthdtique Ultroser G, 
commercialise par IBF (n° catalogue 50902) # ce milieu 
6tait supplement^ ou pas avec la vitamine X . Les cellules 
ont ensuite ete infectees aVec les virus. Les resultats 
obtenus sont rassembies au tableau B. 
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Tableau B 

Effet de la vitamins K sur la synthase du factcur IX 
dans leB cellules HepG2 Infectles par WRTC2 



Vlrue 


WRTG2 


WT 


WRTG2 


Slrum 


Ultroser G 


Ultroser G 


SVF 


Vltamlne K 


4 






4 - 


Volume milieu culture 
(ml) 


10 


10 


10 10 


10 10 


Quantity Ag fraction 
non adsorMe sur 
.barium <U) 


0,02 


0,26 


«0,01 ^0,01 


0,08 0,92 


Quantity Ag fraction 
ad9orb£e sur barium (U) 


1,54 


0,98 


{0,02 {0,02 


1,8 1,6 


Activity fraction 
adsorbde sur barium (U) 


1,32 


0,36 


0,04 0,04 





Ce tableau B montre que les cellules cultlvles 
et infectdes en presence de vitamine K produisent du 
facteur IV actif y carboxyl£. 

En revanche, les cellules cultiv£es et infectdes 
sans supplement de vitamine K produisent un facteur IX 
moins y carboxyld x la fraction non absorbde sur barium 
contient une quantity importante d'antig&ne facteur IX. 
De plus l'activitd coagulante dans la fraction absorble 
sur le barium est trfes lnfdrieure au niveau attendu 
compte tenu de la quantity d'antigfene. 

Un effet similaire est notd lorsquc les cellules 
sont cultivdes -Jans le milieu normal : si la vitamine K 
est omise au cours de l'infection la fraction non adsorbde 
sur le barium contient notablement plus d'antig&ne facteur IX, 
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tffct nur len cellule* V«-ro 



L*b cellules Vero cultlvees dans le milieu 
Dulbccco, addltlonne do serum dt: vcau foctnl (lo %) ont 
ete lnfectccs avec le virus WRTG2 ou Bauvagc. La multi- 
plication den virus a 6t4 accomplle dann cc mcme milieu, 
eventuellement supplement* en vltamine K . lcr rtfsultatn 
obtenus sont rassomblea au tableau C. 

Tableau C 

Effet de la vltam ine K Bur In ny nth^n ri.. f.nu^ 
dann Iqb cellules Vcro Infrrtj^-w^ , r V J rutTvvHTC.2 



Virus 


VVRTG2 


WT 


WRTG2 


Temps d'lnfcction 


12 


22 


38 


22 


22 


Vltamine K (supplement) 








4 




Volume milieu dc 
culture (ml) 


20 


20 


10 


AO 


40 


Quantity Ag fraction non 
adsorblc Bur barium (U) 


0,B6 


1 ,0(i 


0,73 


0,04 


0,30 


Quantity Ag fraction 
adsorble sur barium (U) 


o,ie 


0,20 


0,22 


<o,oi 


1,09 


Activity fraction absorber 
sut barium (U) 


0,21 


0,08 


0,08 


«0,02 


1,07 



Le tableau C montre que 1 'addition do vltamine K 
dans le milieu dc culture eat tres importante pour l'actlvittf 
du facteur IX produit. On pcut notrr que 1- Importance do cr 
supplement de vltamine eB t d'autant plun important que Jo 
temps d'lnfcctlon est long. 

L'enBomble de ces rosultats montre 1* importance du 
supplement de vltamine K dans les milieux de culture des 
cellules infectees. 
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Fractlonnemont du facteur IX prodult par lcn 
c ellules Infcct^cB p a r le vlrun vaccine 
Bauvfltjft (WT) ou recombinant (CI I) 



Lcn dlfflrenten lign^cn 



dc ccllulen anlmalen ont 



*t<5 Infection par le vlrun recombinant ou snuvagc h unc 
multiplicity do 1 pf u/ccllule.j Aprfcn 24 heurcn, les milieux 
do culture sont rtfcolt^B pule Jf ra£tlonn<5r» Bur citrate de 
barium. Le facteur IX cut ensuite don6 done les deux fractioni 
au moyen d*un tent ELISA, nculc In fraction adtiorble Bur 
barium est dontfe over un ter.t jd*actlvlttf (mosurt? de la ren- 
tauration dc la coagulation d'un ^lnnmn d 'htfmophi le) . 

R^sultatB exprlmtfn un unit** do facteur IX : 
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Co* rdsultatfi montrcnt que toutes Ice ccllulen 
tcstlcs Bont capable^ d 9 op6rer la vcarboxylation du 
factcur IX t cependant, l'efficacltl do cctte modification 
post-traductlonnclle varle sulvant Ice lign<5cs. Ces 
r^Bultata dtfmontrent que les cellules en cultures tcnttoB 
pcuvent fitrc utilises pour produiro dos prolines 
Y-carboxyl*es et possddant une activit* biologiquo : lc 
facteur IX r<5cup6r<5 dans les milieux de culture est au 
molns partiellement actif. 

Cellules prlmalros de rein do singe 
Les cellules de rein de singe rtfeomment trypsin^ 
ont 6t6 plactfos en culture, Cettc culture prirnairc une fois 
conflucntc a 6t6 infcct6e dans les conditions dtferites 
ci-desnus. 

Apr6s 24 heures d'infection, les milieux dc 
culture ont 616 collects et £rnctionn6s nur barium. 

Los rdsultots sont les suivnnts (pour 40 ml de 

milieu) : 
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Ces rtfsultats montrent quo lea cellules 
primaires de rein de singe peuvent Ctre utilisdes pour 
la production de facteur IX act if. 

Expression du facteur IX en utlllsant 

le virus Cowpox 

Le vecteur est construit en utilisant le schema 
experimental (figure 7) d6ja ddcrit pour l'isoloment dc 
WRTG2 . Ouelques modifications du protocolc experimental 
sont toutefois ntfccssalres. 

Lee cellules CH0-K1 (ATCC CCL61) ont 6t6 
utllislcs h la place drs cellules embryonnaircs do 
poulets. Pour I'infection, le virus du Cowpox, souche 
Brighton, a 6t6 employ*. Les milieux de culture utilises 
sont ceux pr6conls6s pour les cellules CHO : le MBE n <H6 
substitul par le milieu Alpha 2000 et le stfrum CVN 
a 6t6 remplactf par le s6rum de venu foetal (SVF) . 

La construction est identique junqu*a In 
construction de pTG393. 

On effectue ensuite un cotransfcrt entrc pTG393, 
l'ADN du virus de la vaccine sauvagc dans les cellules 
CHO infecttfes avec le virus Cowpox, comme d<5crit pr6c6- 
denuncnt. II convlent dc rcmnrquer que si dans la cons- 
truction de WRTG2 la recombinaison cntre l'ADN du plnnmidc, 
1 *ADN de la vaccine cotransf <5r<< et le gdnomc viral 
n'est pas Stabile ou comprise, le protocolc utilisd pour 
le recombinant Cowpox requiert la recombinaison c^s 
3 entit^s. 

Le virus obtenu aprbs recombinaison est non ts 
et peut infecter les cellules CHO. 

Le proc6d<? utlllsd pour 1 •experience dc 
recombinaison permet d'enrichir la production de virus 



0162782 



•n virus recombinants entre le genome du virus Cowpox 
(thermosensible sur les cellules CHO) et l'ADN du virus 
de la vaccine (non thermosenslble) et, eventucllement » 
le vecteur du facteur IX, pTG393. 

Lee virus prod'ults son* ensultc clones et 
stflectlonn6o pour leur caractfcrc TK~ commc lndlque 
pr^c6demment . 

On a ensultc verifie que le cAPN du facteur IX 
est bien lnttfgr* dans le genome viral. Un clone seiectionne 
a 6t6 utilise pour 1 •rftude de 1 •expression du foctour IX 
dans les cellules CHO. 

Tour tela, les cellules CHO-Kt oont infection 
* 1 Pfu P«r cellule et 1' Infection accomplie dann lc milieu 
Alpha 2000 supplement* en SVF et vitaminc K. Lc milieu 
de culture cnt fractionnd sur citrate dc bririum. 

Un rdijultat typiquo est le sulvant : 

Tour 30 ml dc culture, on obtiont 6,4 U d'ontlg6nc 

. dans In fraction non absorbee, on rrtcolte 
0,3 U d'antigfcnc, 

. dnnri la fraction absorbee, 0,66 U d'antlgfenc 
et 0,64 U d'activite congulantc. 

Le fActeur IX produ.it dans les cellules CMO est 

octif. 

Dans la fraction absorbee sur barium, 11 existe 
une difference de 20 * entre 1 •activity mesuree et 
l'activite attenduc compte tenu do la quantity d'antigfcnc. 
Cette difference peut Ctre significative, mais d 'autre? 
tests plus precis devraient fitro accomplis pour determiner 
si le facteur IX produit par les cellules CHO est 
complfetement actif* On peut cependant af firmer que le 
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facteur IX prodult dans lea cellules CHO poasfedc unc 
activity volalne dc celle de la moldcule humainc 
naturelle. 

La nouchc nulvante a 4t6 66pon6c h la Collection 
Natlonale dc Cultures de Mlcroorganlomcs dc l'INSTITUT 
PASTEUR, 28 rue du Doctcur-Roux , PARIS 15fcmc le 30 avrll 19B 
. E. coll, comportant le plasmide pTG393, boub le n° 1-446. 
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REVENDICATIONS ' 

1) Vecteur d # expreBBion dans los cellules do 
verttfbrtf du facteur IX ou d'unc prot<<lnc analogue, 
caract4ris<< on ce gu'il est constitu* du glnomc d'un 
virus de la famllle dee Poxvirus dans lequel a 6t6 

5 insdr* un gfcne codant pour le factour IX humnin ou unc 
prot6ine analogue du facteur IX. 

2) Vecteur scion la revendicatlon 1, caract*ristf 
cn ce que le Poxvirus est du genre Orthopoxvirus. 

3) Vecteur selon la revendicatlon 2, caract6rls£ 
10 en ce que 1 •Orthopoxvirus est choir. 1 pmmi la vaccine 

et le virus Cowpox. 

A) Vecteur scion 1 f une des revendications 1*3, 
caractlrisl en ce que le gfcnc est sous le contrftle d'un 
promoteur de Poxvirus. 
15 5) Vecteur scion la revendicatlon 4, caractrfristf 

en cc que ledit gfcnc est sous la promotion d'un promoteur „ 
de la vaccine. 1 

6) Vecteur scion la revendicntion 5, caract6ris6 
en ce que ledit promoteur de la vaccine est le promoteur 

20 du gfcnc de la prot6ine 7,5K. 

7) Vecteur scion 1 'unc dcr. revendications 3 6 6, 
caract6ris<5 en cc que ledit gfcnc est clon<5 dans le gfcne TK 
de la vaccine. 

8) Cellule de vcrtdt>r<5 inf cct<5e par un vecteur 
25 selon I'uno des revendications U 7. 

9) Cellule scion la revendicatlon 8, caract6ris£c 
cn ce qu'il s'agit de cellule choisic parmi les lign<5cs 
Vero, BHK et CHO et des sous-clones de ccs ligndes. 

10) Proc6d6 de preparation du factour IX ou d'unc 
30 protlinc analogue, caract6ris£ en ce qu'on cultlve des 

cellules selon l'une des revendications 8 et 9 et que 1 'on 
r^cupfcre le facteur IX ou la protdine analogue formds. 
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11) Proc«dd do preparation do proKine fabriquce 
par 1© foie, caractlrls* en co quo 1 »on cultive unc ligncc 
de cellules hepatiques infecte'es par un virus de la vaccine 
dans le gdnome duquel a 6t6 instfrd le gene codant pour 
ladlte protcinc sous la promotion d'un promotour dc la 
vaccine. 

12) ProGcd* selon la revendlcation 10, caract«ris<5 
en ce que la culture cellulaire infectce est cultivdc sur 

un milieu comportant dc la vitamine K. 

13) Procdd* selon la revendlcation 12, caractcriso 
en ce que la quantity de vitamine K ajoutce est: telle quelle 
assure la saturation du milieu dc culture. 

14) Facteur IX ou prot<5ine analogue obtenus par 
la mi»c en oeuvrc du proctfdc scion l'une des revendications 
10 b 13. 
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